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(54) Vorrichtung zur Selektion und Detektion mindestens zweier Spektralbereiche eines 
Lichtstrahls 



(57) Vorrichtung zur Selektion und Detektion minde- 
stens zweier Spektralbereiche eines Lichtstrahls (14), 
mit einer Selektionseinrichtung (25) und einer Detekti- 
onseinrichtung (26), wobei die Selektionseinrichtung 

(25) Mittel (27) zur spektralen Zerlegung des Licht- 
strahls (14) und Mittel (28) zum Ausblenden von Spek- 
traibereichen (29, 34, 39) und die Detektionseinrichtung 

(26) im Strahlengang der ausgeblendeten Spektralbe- 
reiche (29, 34, 39) angeordnete Detektoren (31 , 32, 36) 
umfaBt. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung soli sich im 
Strahlengang eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops 
verwenden lassen. Bei einfachster Konstruktion soil 
eine zuverlassige Selektion und Detektion von unter- 
schiedlichen Spektraibereichen auch bei schwacher 
Fluoreszenzausbeute realisierbar sein. Der Detektions- 
bereich soil spektral variabel einstellbar sein, wobei 
eine luckenlose Detektion des gesamten Spektralbe- 
reichs - simultan - moglich sein soli. Die erfindungsge- 
maBe Vorrichtung ist dadurch gekennzeichnet, daB die 
Mittel (28) zum Ausblenden von Spektraibereichen (29, 
34, 39) zur gleichzeitigen Reflexion zumindest eines 
Teils (30,. 35) des nicht ausgeblendeten Spektralbe- 
reichs dienen, wobei im Strahlengang des reflektierten 
Spektralbereichs (30, 35) einer der Detektoren (32, 36) 
angeordnet ist und daB mehrere Spektralbereiche (29, 
30, 34, 35; 39) ausblendende und reflektierende Mittel 
(28, 33, 38) sowie Detektoren (31 , 32, 36) kaskadiert 
zueinander angeordnet sind, so daB der jeweils ausge- 



blendete Spektralbereich (29, 34, 39) detektiert und der 
jeweils reflektierte Spektralbereich (30, 35) ggf. aber- 
mals ausgeblendet und ebenfalls detektiert wird. 
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1 EP 1 

Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur 
Selektion und Detektion mindestens zweier Spektralbe- 
reiche ejnes Lichtstrahls, mit einer Selektionseinrich- 
tung und einer Detektionseinrichtung, wobei die 
Selektionseinrichtung Mittel zur spektralen Zerlegung 
des Lichtstrahls und Mittel zum Ausblenden von Spek- 
tralbereichen und die Detektionseinrichtung im Strah- 
lengang der ausgeblendeten Spektralbereiche 
angeordnete Detektoren umfaBt. 

[0002] Aus der US 4,519,707 ist eine Vorrichtung 
zur Selektion und Detektion mindestens zweier Spek- 
tralbereiche eines Lichtstrahls bekannt, wobei diese 
Vorrichtung eine Selektionseinrichtung und eine Detek- 
tionseinrichtung umfaBt. Die bekannte Einrichtung zur 
Selektion der Spektralbereiche umfaBt wiederum Mittel 
zur spektralen Zerlegung des Lichtstrahls, nSmlich in 
einer Ausfuhrungsform ein Prisma und in einer anderen 
Ausfuhrungsform ein lichtbrechendes Element mit ver- 
spiegelter OberflSche und einem Beugungsgitter, wobei 
es sich hier im Konkreten um ein Reflexionsgitter han- 
delt. Einzelne Anteile des spektral zerlegten Lichtstrahls 
werden in Lichtleiter eingekoppelt, die das Licht jeweils 
einem Detektor zufuhren. 

[0003] Aus der JP 61007426 ist eine optische 
Anordnung bekannt, wonach ein Teil eines Lichtstrahls 
bzw. des. Spektrums detektiert und der restliche Teil 
reflektiert wird. Eine Detektion verschiedener Spektral- 
bereiche ist hierbei nicht vorgesehen. 
[0004] Aus der Lite raturste lie "Proceedings of 
Scanning, Vol. 13, Supplement I, 1991, Seiten I-76 und 
I-77" ist ein konfokales Fluoreszenzmikroskop bekannt, 
mit dem sich der Spektralbereich eines Farbstoffes 
detektieren laBt. Ein von einem Laser erzeugter Ltcht- 
strahl wird mit Hilfe optischer Bausteine zu einem zu 
mikroskopierenden Objekt gefuhrt und von diesem 
reflektiert bzw. regt dort Fluoreszenzstoffe an. Der 
Reflexions- oder Fluoreszenzlichtstrahl wird mittels 
eines Strahlteilers ausgekoppelt und Liber ein optisches 
Filter einem Detektor zugeleitet. Das Filter erfullt die 
Aufgabe, den Spektralbereich des Farbstoffes auszu- 
blenden. Ist der relevante Farbstoff in dem zu mikrosko- 
pierenden Objekt enthalten, so wird dieser aufgrund der 
hohen Intensity von dem Detektor erkannt. Folglich ist 
es auf diese Weise bei einer bspw. biomedizinischen 
Anwendung mdglich, eingefarbte Zellen bzw. Zellstruk- 
turen in einem Objekt nachzuweisen. 
[0005] Auch ist es bereits bekannt, die zuvor 
beschriebene Mikroskopiertechnik in erweitertem 
Umfange anzuwenden. So werden bspw. unterschiedli- 
che Zellbestandteile gleichzeitig mit.zwei oder mehre- 
ren Farbstoffen geterbt, um die raumliche Korrelation 
der Zellbestandteile feststellen bzw. untersuchen zu 
konnen. Im Rahmen dieser Anwendung ist es jedoch 
erforderlich, die unterschiedlichen. Spektralbereiche der 
jeweiligen Farbstoffe aus dem insgesamt reflektierten 
Lichtstrahl auszublenden. Dazu werden bislang Strahl- 
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teiler und optische Filter verwendet, die auf den jeweili- 
gen Spektralbereich exakt abgestimmt sind. Jeder 
ausgeblendete Lichtstrahl wird dann in fur sich bekann- 
ter Weise einem eigens dafur vorgesehenen Detektor 
5 zugefuhrt. 

[0006] Die zuvor genannte, zur Selektion und 
Detektion mindestens zweier Spektralbereiche eines 
Lichtstrahls dienende Vorrichtung, von der die hier vor- 
liegende Erfindung ausgeht, hat den ganz erheblichen 
10 Nachteil, daB fur jeden Farbstoff ein besonderes Filter 
erforderlich ist. Insbesondere im Hinblick auf die M6g- 
lichkeit der Detektion verschiedener Farbstoffe bzw. 
Farbstoffkombinationen hat dies zur Folge, daB eine 
Vielzahl von Filtern - systembedingt - bereitgestellt sein 

15 muB. Ein weiterer Nachteil der bekannten Vorrichtung 
ist darin zu sehen, daB die Intensitat des von dem 
Objekt reflektierten Lichtstrahls durch die Filter verrin- 
gert wird. Dies hat wiederum zur Folge, daB fur eine 
zuverlassige Selektion und Detektion von Spektralbe- 

20 reichen an die Detektoren erhohte optische und ggf. 
elektronische Anforderungen gestellt werden mussen. 
[0007] Der Erfindung liegt daher die Aufgabe 
zugrunde, eine gattungsgemaBe Vorrichtung zur Selek- 
tion und Detektion mindestens zweier Spektralbereiche 

25 eines Lichtstrahls derart auszugestalten und weiterzu- 
bilden, daB sie sich im Strahlengang eines kbnfokalen 
Fluoreszenzmikroskops verwenden laBt. Bei einfach- 
ster Konstruktion soil eine zuverlassige Selektion und 
Detektion von unterschiedlichen Spektralbereichen 

30 auch bei schwacher Fluoreszenzausbeute realisierbar 
sein. Der Detektionsbereich soli spektral variabel ein- 
> stellbar sein, wobei eine luckenlose Detektion des 
gesamten Spektralbereichs - simultan - moglich sein 
soil. 

35 [0008] Die erfindungsgemaBe Vorrichtung zur 
Selektion und Detektion mindestens zweier Spektralbe- 
reiche eines Lichtstrahls lost die voranstehende Auf- 
gabe durch die Merkmale des Patentanspruches 1. 
Danach ist eine Vorrichtung der in Rede stehenden Art 

40 derart ausgebildet, daB die Mittel zum Ausblenden von 
Spektralbereichen zur gleichzeitigen Reflexion zumin- 
dest eines Teils des nicht ausgeblendeten Spektralbe- 
reichs dienen, wobei im Strahlengang des reflektierten 
Spektralbereichs einer der Detektoren angeordnet ist 

45 und daB mehrere Spektralbereiche ausblendende und 
reflektierende Mittel sowie Detektoren kaskadiert zuein- 
ander angeordnet sind, so daB der jeweils ausgeblen- 
dete Spektralbereich detektiert und der jeweils 
reflektlerte Spektralbereich ggf. abermals ausgeblendet 

so und ebenfalls detektiert wird. 

[0009] Des weiteren wird die voranstehende Auf : 
/ gabe durch die Merkmale des nebengeordneten Patne- 
tanspruchs 2 gelost. Danach ist eine gattungsbildende 
Vorrichtung dadurch gekennzeichnet, daB die Mittel 

55 einerseits zum Ausblenden eines Spektralbereichs und 
andererseits zur Reflexion zumindest eines Teils des 
nicht ausgeblendeten Spektralbereichs als Spalt- bzw. 
■ Spiegelblende ausgefuhrt sind, die auf mindestens 
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einer ihrer dem einfallenden Licht zugewandten Ober- 
flache eine vorzugsweise total reflektierende Beschich- 
tung aufweist und daB der Spalt und/oder die 
reflektierende Flache bzw. die reflektierenden Flachen 
der Blende in seiner bzw. ihrer Position und/oder 
Dimension und/oder Winkelstellung veranderbar ist 
bzw. sind. 

[0010] In erfindungsgemaBer Weise wird aus dem 
spektral zerlegten Lichtstrahl ein erster Spektralbereich 
ausgeblendet. Der nicht ausgeblendete Spektralbereich 
wird - gleichzeitig - zumindest zum Teil reflektiert, wobei 
sowohl der ausgeblendete erste Spektralbereich als 
auch der hier reflektlerte Spektralbereich mittels jeweils 
eines Detektors detektiert wird, und zwar durch Anord- 
nung der Detektoren im jeweiligen Strahlengang. In 
erfindungsgemaBer Weise ist demnach erkannt wor- 
den, daB die Kombination von Ausblenden eines erste n 
Spektralbereichs und Reflektieren des nicht ausgeblen- 
deten Spektralbereichs zu einer scharfen Trennung und 
somit einzelnen Detektion der so voneinander getrenn- 
ten Spektralbereiche fuhrt Auf die jeweiligen Spektral- 
bereiche abgestimmte Filter sind somit nicht 
erforderlich. 

[0011] Wie bereits zuvor erwahnt, wird aus dem 
spektral zerlegten Lichtstrahl ein erster Spektralbereich 
ausgeblendet und der nicht ausgeblendete Spektralbe- 
reich wird reflektiert. Die zum Ausblenden dienenden 
Mittel sind dabei derart ausgelegt, daB der ausgeblen- 
dete erste Spektralbereich exakt dem hier zu detektie- 
renden Spektralbereich entspricht. Gleiches gilt fur den 
reflektierten Spektralbereich, der durch besondere Aus- 
gestaltung der Reflexionsflache definierbar ist. Dieser 
reflektierte Spektralbereich kann im Rahmen einer 
besonders vorteilhaften Ausgestaltung durch im Strah- 
lengang des reflektierten Spektralbereichs angeordnete 
Mittel im Umfange eines zweiten - definierten - Spektral- 
bereichs ausgeblendet werden. Der zweite Detektor 
ware dann im Strahlengang des ausgeblendeten zwei- 
ten Spektralbereichs angeordnet, wobei auch hier wie- 
der eine Selektion - durch den zweiten Detektor selbst - 
stattfinden konnte. 

[0012] Sofern eine Selektion und Detektion weiterer 
Spektralbereiche erforderlich ist, konnten die Mittel zum 
Ausblenden des zweiten Spektralbereichs - wie im Falle 
der Mittel zum Ausblenden des ersten Spektralbereichs 
- Vorkehrungen zur Reflexion zumindest eines Teils des 
hier nicht ausgeblendeten Spektralbereichs umfassen. 
Auch hier ware der zweite Detektor im Strahlengang 
des ausgeblendeten zweiten Spektralbereichs ange- 
ordnet. Im Strahlengang des nunmehr weiter reflektier- 
ten Spektralbereichs ware dann ein dritter Detektor 
anzuordnen, so daB insgesamt drei Spektralbereiche 
detektierbar sind. Auch im Strahlengang des weiter 
reflektierten Spektralbereichs konnten Mittel zum Aus- 
blenden des dritten Spektralbereichs vorgesehen sein, 
so daB dann der dritte Detektor im Strahlengang des 
ausgeblendeten dritten Spektralbereichs angeordnet 
ist. Die zuvor genannte Anordnung, namlich die Vorkeh- 



rung mehrerer Spektralbereiche ausblendenden und 
reflektierenden Mittel sowie Detektoren, konnte auch in 
kaskadierter Form kombiniert sein, so daB der jeweils 
ausgeblendete Spektralbereich detektiert und der 
5 jeweils reflektierte Spektralbereich ggf. abermals aus- 
geblendet und ebenfalls detektiert werden kann. 

[0013] Hinsichtlich einer besonders kompakten 
Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Vorrichtung ist 
es von besonderem Vorteil, wenn die zum Ausblenden 

w und ggf. zur Reflexion dienenden Mittel und der jeweils 
dazugehdrende Detektor als integrale Baugruppe aus- 
gefuhrt sind. Zur Kaskadierung waren hier entspre- 
chende Baugruppen zu kombinieren, die lediglich 
hinsichtlich ihrer Anordnung und Dimensionierung auf- 

75 einander abzustimmen sind. 

[0014] Hinsichtlich einer konkreten Ausgestaltung 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung 1st es im Hinblick 
auf eine einfache Konstruktion von Vorteil, wenn die Mit- 
tel zur spektralen Zerlegung des Lichtstrahls als Prisma 

20 ausgefuhrt sind. Ebenso konnte es sich hierbei um ein 
optisches Gitter oder gar um ein Hologramm handeln. 
Wesentlich ist jedenfalls, daB eine spektrale Zerlegung 
des einfallenden Lichtstrahls stattfindet, so daB ein 
divergierender Lichtstrahl zur Verfugung steht. 

25 [0015] Zur Beeinflussung der zu selektierenden 
und schlieBlich zu detektierenden Spektralbereiche 
konnte das Prisma bzw. das Gitter oder das Hologramm 
um eine vorzugsweise orthogonal zum einfallenden 
Lichtstrahl verlaufende Achse schwenkbar ausgefuhrt 

30 sein. Insoweit lieBe sich der Spektralbereich bei festste- 
henden Mitteln zum Ausblenden elnfachst beeinflussen. 
[0016] Die Mittel zum Ausblenden eines Spektral- 
bereichs konnten als Blende, vorzugsweise als Spalt- 
blende, ausgefuhrt sein. Handelt es sich dabei um Mittel 

35 einerseits zum Ausblenden eines Spektralbereichs und 
andererseits zur Reflexion zumindest eines Teils des 
nicht ausgeblendeten Spektralbereichs, so konnten 
diese als Spiegelblende ausgefuhrt sein, die auf minde- 
stens einer ihrer dem einfallenden Licht zugewandten 

40 Oberflachen eine vorzugsweise total reflektierende 
Beschichtung bzw. einen Spiegel aufweist. Sowohl der 
Spalt der Spaltblende als auch die reflektierende Flache 
bzw. die reflektierenden Flachen kdnnten in ihrer Posi- 
tion und/oder Winkelstellung veranderbar sein, wozu 

45 diese Veranderungen vorzgusweise uber einen Motor- 
, antrieb kontinuierlich, d.h. stufenlos, erfolgen konnten. 
In Erganzung zu der Verstellbarkeit des zuvor beispiel- 
haft genannten Prisma laBt sich auch hier der zu selek- 
tierende Spektralbereich einstellen bzw. vorgeben, 

50 wobei durch kombinierte Einstellbarkeit einerseits der 
Mittel zur spektralen Zerlegung und andererseits der 
Mittel zum Ausblenden und Reflektieren eine besonders 
exakte Vorgabe bzw. Einstellung des interessierenden 
Spektralbereichs stattfinden kann. 

55 [0017] Zur Vermeidung von Beeinflussungen durch 
Streulicht bzw. zur Unterdruckung des primaren Anre- 
gungslichtes kdnnten die Mittel zum Ausblenden eines 
Spektralbereichs und ggf. zur Reflexion zumindest 
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eines Teils des nicht ausgeblendeten Spektralbereichs 
in vorteilhafter Weise weitere Mittel zum Ausblenden 
von Spektrallinien aufweisen. Dabei konnte es sich vor- 
zugsweise um sog. Lichtfallen handeln. Diese Mittel 
zum Ausblenden von Spektrallinien konnten als nicht 5 
reflektierende Bereiche bzw. lichtabsorbierende Berei- 
che ausgefuhrt sein, wobei es sich hier schlicht und ein- 
fach um Sacklocher handeln konnte, worin sich das 
einfallende Licht nach Mehrfach reflexion "totlauft". 
Diese zum Ausblenden von Spektrallinien dienenden 10 
besonderen Mittel konnten wiederum als integrale 
Bestandteile der zum Ausblenden der zu detektieren- 
den Spektralbereiche dienenden Mittel ausgefuhrt sein. 
[0018] Des weiteren ware es auch denkbar, die als 
Lichtfallen dienenden, nicht reflektierenden Bereiche in is 
ihrer Position und/oder Winkelstellung veranderbar zu 
gestalten, so daB auch insoweiteine exakte Einstellbar- 
keit gegeben ist. Die Veranderung k6nnte vorzugsweise 
uber einen Motorantrieb kontinuierlich erfolgen, so daB 
bestimmte Streulichtzustande kompensierbar sind. 20 
[0019] Auch waYe es denkbar, in den unterschiedli- 
chen Strahlengangen der ausgeblendeten und/oder 
reflektierten Spektralbereiche grundsatzlich Mittel zur 
Reduktion von Streulicht anzuordnen, so daB durch 
Streulicht bedingte Storeinflusse weitgehendst vermie- 25 
den sind. 

[0020] Hinsichtlich einer exakten Abstimmung der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung ist es von Vorteil, wenn 
die Mittel zur spektralen Zerlegung des Lichtstrahls und 
die Mittel zum Ausblenden eines Spektralbereichs und 30 
ggf. zur Reflexion zumindest eines Teils des nicht aus- 
geblendeten Spektralbereichs in ihrer Winkelstellung 
und/oder Position relativ zueinander veranderbar sind. 
Insoweit konnte zur Vorgabe des zu detektierenden 
Spektralbereichs eine exakte Abstimmung stattfinden. 35 
Auch konnten die verschiedenen Mittel zum Ausblen- 
den eines Spektralbereichs und ggf. zur Reflexion 
zumindest eines Teils des nicht ausgeblendeten Spek- 
tralbereichs unter- bzw. zueinander in ihrer Winkelstel- 
lung und/oder Position relativ zueinander veranderbar 4o 
sein. Folglich ware insoweit eine exakte Einstellung der 
unterschiedlichen "Ausblendungsstufen" moglich. 
SchlieBlich kdnnten die Detektoren in ihrer Relativlage 
zu den Mitteln zum Ausblenden eines Spektralbereichs 
und ggf. zur Reflexion zumindest eines Teils des nicht 45 
ausgeblendeten Spektralbereichs in ihrer Winkelstel- 
lung und/oder Position zueinander veranderbar sein. 
Auch insoweit lieBen sich die ausgeblendeten und zu 
detektierenden Spektralbereiche abermals beeinflus- 
sen bzw. vorgeben, wobei samtliche zuvor genannten so 
Veranderungen von Winkelstellungen und/oder Positio- 
nen vorzugsweise uber einen Motorantrieb erfolgen 
konnen. 

[0021] SchlieBlich sei ganz besonders hervorgeho- 
ben, daB die zuvor erfirterte erfindungsgemaBe Vorrich- 55 
tung im Strahlengang eines konfokalen 
Fluoreszenzmikroskops einsetzbar ist, wobei die Vor- 
richtung dem eigentlich Fluoreszenzmikroskop zur Auf- 



nahme des dort reflektierten Lichtstrahls bzw. 
Fluoreszenzlichtstrahis nachgeschaltet ist. 
[0022] Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten, die 
Lehre der vorliegenden Erfindung in vorteilhafter Weise 
auszugestalten und weiterzubilden. Dazu ist einerseits 
auf die dem Patentanspruch 1 nachgeordneten Anspru- 
che, andererseits auf die nachfolgende Erlauterung 
dreier Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung anhand der 
Zeichnung zu verweisen. In Verbindung mit der Erlaute- 
rung der bevorzugten Ausfuhrungsbeispiele der Erfin- 
dung anhand der Zeichnung werden auch im 
allgemeinen bevorzugte Ausgestaltungen und Weiter- 
bildungen der Lehre erlautert. In der Zeichnung zeigt 

Fig. 1 in einem schematischen Blockschaltbild ein 
konfokales Fluoreszenzmikroskop mit einer 
erfindungsgemaBen Vorrichtung, . 

Fig. 2 in einem Diagramm ein uber der Wellen- 
lange und der Intensitat eines Lichtstrahls 
aufgetragenes Koordinatensystem, in dem 
die Spektren zweier Farbstoffe dargestellt 
sind, 

Fig. 3 in einem schematischen Blockschaltbild ein 
erstes Ausfuhrungsbeispiel einer erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung zur Selektion und 
Dektektion zweier Spektralbereiche eines 
Lichtstrahls, 

Fig. 4 in einem schematischen Blockschaltbild ein 
zweites » Ausfuhrungsbeispiel einer 
erfindungsgemaBen Vorrichtung zur Selek- 
tion und Detektion dreier Spektralbereiche 
eines Lichtstrahls und 

Fig. 5 in einem schematischen Blockschaltbild ein 
drittes Ausfuhrungsbeispiel einer erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung, jedoch mit einer ver- 
stellbaren Selektionseinrichtung. 

[0023] Fig. 1 zeigt in einem schematischen Block- 
schaltbild den grundsatzlichen Aufbau eines konfokalen 
Fluoreszenzmikroskops 1 , bei dem von einem Laser 2 
ein Lichtstrahl 3 erzeugt wird. Der Lichtstrahl 3 wird 
uber einen Umlenkspiegel 4, einen Anregungsfilter 5, 
eine Linse 6 und eine Blende 7 einem Strahlteiler 8 
zugefuhrt. Von dem Strahlteiler 8 wird der Lichtstrahl 3 
um etwa 90 umgelenkt und gelangt uber eine weitere 
Linse 9, einen schwenkbaren Scan-Spiegel 10, ein 
Okular 11 und ein Objektiv 12 zu dem zu mikroskopie- 
renden Objekt 13. Von dem Objekt 13 wird zumindest 
ein Teil des dort einfallenden Lichtstrahls 3 reflektiert. 
Der reflektierte Lichtstrahl 14 durchlauft das Objektiv 
1 2, das Okular 1 1 , den Scan-Spiegel 1 0 und die Linse 9 
zuruck zu dem Strahlteiler 8. Dort wird der reflektierte 
Lichtstrahl 14 geradlinig durchgelassen und gelangt 
uber eine Blende 15 zu der erfindungsgemaBen Vor- 
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richtung 16, in der der Lichtstrah! 14 optisch weiterver- 
arbeitet wird. 

[0024] Fig. 2 zeigt die Spektren zweier Farbstoffe in 
einem Koordinatensystem. Auf der Abszisse ist die Wel- 
lenlange des Lichts in Nanometer (nm) und auf der 
Ordinate ist die relative Intensitat des Lichts abgetra- 
gen. 

[0025] Handelt es sich bei dem Laser 2 bspw. um 
einen Argon-Krypton-Mischgaslaser, so wird von die- 
sem insbesondere eine Argon-Linie 17 bei 488 nm und 
eine Krypton-Linie 18 beim 568 nm ausgestrahlt. Sind 
des weiteren Bestandteile des Objekts 13 selektiv mit 
dem Farbstoff FITC (Fluoresceinisothiocyanat) und 
dem Farbstoff Lissamin-Rhodamin eingefarbt, so wer- 
den der Farbstoff FITC von der Argon-Linie 17 und der 
Farbstoff Lissamin-Rhodamin von der Krypton-Linie 18 
angeregt. Diese Anregungen bewirken im Zusammen- 
hang mit dem Farbstoff FITC eine Absorption 19 im 
Bereich von etwa 495 nm und eine Emission 20 im 
Bereich von 528 nm. Bei dem Farbstoff Lissamin-Rho- 
damin erfolgt eine Absorption 21 im Bereich von etwa 
574 nm und eine Emission 22 im Bereich von etwa 602 
nm. 

[0026] Sollen die unterschiedlich eingefarbten 
Bestandteile des Objekts 13 beim Mikroskopieren 
erkannt werden, so ist es erforderlich, die Emissionen 
20 und 22 der Farbstoffe FITC und Lissamin-Rhodamin 
zu detektieren. Folglich sind der FITC-Spektralbereich 
23 und der Lissamin-Rhodamin-Spektralbereich 24 der 
Emissionen 20 und 22 zu detektieren. Dies erfolgt bei 
dem in Fig. 1 dargestellten Fluoreszenzmikroskop 1 mit 
Hilfe der erfindungsgemaBen Vorrichtung 16 zur Selek- 
tion und Detektion unterschiedlicher Spektralbereiche. 
[0027] Fig. 3 zeigt nun ein'erstes Ausfuhrungsbei- 
spiel einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 16 zur 
Detektion zweier Spektralbereiche eines Lichtstrahls 
14, mit einer Selektionseinrichtung 25 und einer Detek- 
tionseinrichtung 26. 

[0028] In erfindungsgemaBer Weise weist die 
Selektionseinrichtung 25 Mittel 27 zur spektralen Zerle- 
gung des Lichtstrahls 14 und Mittel 28 einerseits zum 
Ausblenden eines ersten Spektralbereichs 29 und 
andererseits zur Reflexion zumindest eines Teils 30 des 
nicht ausgeblendeten Spektralbereichs und die Detekti- 
onseinrichtung 26 einen im Strahlengang des ausge- 
blendeten ersten Spektralbereichs 29 angeordneten 
ersten Detektor 31 und einen im Strahlengang des 
reflektierten Spektralbereichs angeordneten zweiten 
Detektor 32 auf. 

[0029] Fig. 3 zeigt des weiteren deutlich, daf3 die 
Selektionseinrichtung 25 im Strahlengang des reflek- 
tierten Spektralbereichs 30 angeordnete Mittel 33 zum 
Ausblenden eines zweiten Spektralbereichs 34 umfaBt 
und daB der zweite Detektor 32 im Strahlengang des 
ausgeblendeten zweiten Spektralbereichs 34 angeord- 
net ist. 

[0030] Bei dem in Fig. 4 dargestellten zweiten Aus- 
fuhrungsbeispiel einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 



16 weist die Selektionseinrichtung 25 im Strahlengang 
des reflektierten Spektralbereichs 30 angeordnete Mit- 
tel 33 einerseits zum Ausblenden eines zweiten Spek- 
tralbereichs 34 und andererseits zur weiteren Reflexion 

5 zumindest eines Teils 35 des hier nicht ausgeblendeten 
Spektralbereichs auf. Der zweite Detektor 32 ist im 
Strahlengang des ausgeblendeten zweiten Spektralbe- 
reichs 34 und ein dritter Detektor 36 ist im Strahlengang 
des weiter reflektierten Spektralbereichs 35 angeord- 

10 net. 

[0031] Die Selektionseinrichtung 25 des in Fig. 4 
dargestellten Ausfuhrungsbeispiels der erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung 16 umfaBt des weiteren im Strah- 
lengang des weiter reflektierten Spektralbereichs 35 

15 angeordnete Mittel 38 zum Ausblenden eines dritten 
Spektralbereichs 39, wobei der dritte Detektor 36 im 
Strahlengang des ausgeblendeten dritten Spektralbe- 
reichs 39 angeordnet ist. Folglich werden mit dem hier 
dargestellten Ausfuhrungsbeispiel insgesamt drei 

20 Spektralbereiche 29, 34 und 39 selektiert und detek- 
tiert. Entsprechend den Ausfuhrungen in der allgemei- 
nen Beschreibung ist eine Kaskadierung mehrerer 
Spektralbereiche ausblendenden und reflektierenden 
Mittel sowie Detektoren moglich, so daB ohne weiteres 

25 auch mehr als drei Spektralbereiche gleichzeitig selek- 
tierbar und detektierbar sind. 

[0032] Bei den in den Fig. 3, 4 und 5 dargestellten 
Ausfuhrungsbeispielen sind die Mittel 27 zur spektralen 
Zerlegung des Lichtstrahls 14 als Prisma ausgefuhrt, 

30 wobei das Prisma bei dem in Fig. 5 dargestellten dritten 
Ausfuhrungsbeispiel um eine orthogonal zum einfallen- 
den Lichtstrahl 14 und zur Zeichenebene verlaufende 
Achse 37 gemaB Pfeil 40 in Fig. 5 schwenkbar ist. Die 
Mittel 28, 33 und 38 sind jeweils als Spaltblende ausge- 

35 fuhrt, wobei zur Reflexion zumindest eines Teils des 
nicht ausgeblendeten Spektralbereichs auf einer dem 
einfallenden Licht zugewandten Oberflache jeweils eine 
total reflektierende Beschichtung 41 vorgesehen ist. 
[0033] GemaB dem in Fig. 5 dargestellten dritten 

40 Ausfuhrungsbeispiel ist der Spalt 42 der Spaltblende 
sowohl in seiner Position als auch in seiner Dimension 
gemaB den Pfeilen 43, 44 veranderbar, wodurch sich 
vorgebbare bzw. einstellbare Spektralbereiche ausblen- 
den lassen. Ebenso sind die die reflektierende 

45 Beschichtung 41 tragenden Flachen sowohl in ihrer 
Position als auch in ihrer Winkelstelluhg veranderbar, 
wodurch der reflektierte Spektralbereich ebenfalls 
beeinfluBbar ist. 

[0034] Hinsichtlich der Vorkeh rung lichtabsorbie- 
50 render Bereiche bzw. von Lichtfallen sowie hinsichtlich 
der Vermeidung bzw. Reduktion von Streulieht wird zur 
Vermeidung von Wiederholungen auf den allgemeinen 
Teil der Beschreibung verwiesen. 

[0035] Hinsichtlich der in Fig. 5 dargestellten Aus- 
55 fuhrungsform wird noch erganzend darauf hingewiesen, 
daB die Mittel 27 zur spektralen Zerlegung des Licht- 
strahls 14 und die Mittel 28 zum Ausblenden eines 
ersten Spektralbereichs 29 bzw. zur Reflexion zumin- 
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dest eines Teils 30 des nicht ausgeblendeten Spektral- 
bereichs in ihrer Winkelstellung und Position relativ 
zueinander veranderbar sind. Dies ist durch Pfeil 45 
lediglich angedeutet. Gleiches gilt fur die Mittel 28 und 
33 zum Ausblenden eines Spektralbereichs 29 bzw. 34, 
was durch Pfeil 46 angedeutet ist. SchlieBlich lassen 
sich auch die in Fig. 5 hicht gezeigten Detektoren in 
ihrer Relativlage zu den Mitteln 28, 33 in ihrer Winkel- 
stellung und Position verandern. 

[0036] Mit Nachdruck wird nochmals darauf hinge- 
wiesen, daB die in den Fig. 3, 4 und 5 dargestellte und 
zuvor erlauterte erfindungsgemaBe Vorrichtung im 
Strahlengang eines in Fig. 1 schematisch dargestellten 
Fluoreszenzmikroskops 1 verwendet bzw. angeordnet 
sein kann. 

Bezugszeichen 
[0037] 

1 konfokales Fluoreszenzmikroskop 

2 Laser 

3 Lichtstrahl 

4 Umlenkspiegel 

5 Anregungsfilter 

6 Linse 

7 Blende 

8 Strahlteiler 

9 Linse 

10 Scan-Spiegel 

1 1 Okular 

12 Objektiv 

13 Objekt 

1 4 vom Objekt reflektierter Lichtstrahl 

15 Blende 

16 erfindungsgemaBe Vorrichtung 

17 Argon-Linie 

18 Krypton-Linie 
19. Absorption 

20 . Emission 

21 Absorption 

22 Emission 

23 FITC-Spektralbereich 

24 Lissamin-Rhodamin-Spektralbereich 

25 Selektionseinrichtung 

26 Detektionseinrichtung 

27 Mittel zur spektralen Zerlegung des Lichtstrahls 

28 Mittel einerseits zum Ausblenden eines ersten 
Spektralbereichs und andererseits zur Reflexion 
zumindest eines Teils des nicht ausgeblendeten 
Spektralbereichs 

29 erster Spektralbereich 

30 Teil des nicht ausgeblendeten Spektralbereichs 
bzw. reflektierter Spektralbereich 

31 erster Detektor „ 

32 zweiter Detektor 

33 Mittel einerseits zum Ausblenden eines zweiten 
Spektralbereichs und andererseits zur Reflexion 
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15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



34 
35 

36 
37 
38 



39 
40 
41 

42 
43 
44 
45 
46 



zumindest eines Teils des nicht ausgeblendeten 
Spektralbereichs 

zweiter Spektralbereich 

Teil des nicht ausgeblendeten Spektralbereichs 
bzw. weiter reflektierter Spektralbereich 
dritter Detektor 
Achse 

Mittel einerseits zum Ausblenden eines dritten 
Spektralbereichs und ggf. zur Reflexion zumin- 
dest eines Teils des nicht ausgeblendeten Spek- 
tralbereichs 
dritter Spektralbereich 
Pfeil (Schwenkbereich des Prisma) 
total reflektierende Beschichtung, reflektierende 
Flache 

Spalt derSpaltblende 

Pfeil 

Pfeil 

Pfeil 

Pfeil 



Patentanspruche 



1. 



2. 



50 



55 



Vorrichtung zur Selektion und Detektion minde- 
stens zweier Spektraibereiche eines Lichtstrahls 
(14), mit einer Selektionseinrichtung (25) und einer 
Detektionseinrichtung (26), wobei die Selektions- 
einrichtung (25) Mittel (27) zur spektralen Zerle- 
gung des Lichtstrahls (14) und Mittel (28) zum 
Ausblenden von Spektralbereichen (29, 34, 39) und 
die Detektionseinrichtung (26) im Strahlengang der 
ausgeblendeten Spektraibereiche (29, 34, 39) 
angeordnete Detektoren (31, 32, 36) umfaBt, 
dadurch gekennzelchnet, daB die Mittel (28) zum 
Ausblenden von Spektralbereichen (29, 34, 39) zur 
gleichzeitigen Reflexion zumindest eines Teils (30, 

35) des nicht ausgeblendeten Spektralbereichs die- 
nen, wobei im Strahlengang des reflektierten Spek- 
tralbereichs (30, 35) einer der Detektoren (32, 36) 
angeordnet ist und daB mehrere Spektraibereiche 
(29, 30, 34, 35, 39) ausblendende und reflektie- 
rende Mittel (28, 33, 38) sowie Detektoren (31, 32, 

36) kaskadiert zueinander angeordnet sind, so daB 
der jeweils ausgeblendete Spektralbereich (29, 34, 
39) detektiert und der jeweils reflektierte Spektral- 
bereich (30, 35) ggf. abermals ausgeblendet und 
ebenfafls detektiert wird. 

Vorrichtung zur Selektion und Detektion minde- 
stens zweier Spektraibereiche eines Lichtstrahls 
(14), mit einer Selektionseinrichtung (25) und einer 
Detektionseinrichtung (26), wobei die Selektions- 
einrichtung (25) Mittel (27) zur spektralen Zerle- 
gung des Lichtstrahls (14) und Mittel (28) zum 
Ausblenden von Spektralbereichen (29, 34, 39) und 
die Detektionseinrichtung (26) im Strahlengang der 
ausgeblendeten Spektraibereiche (29, 34, 39) 
angeordnete Detektoren (31, 32, 36) umfaBt, 
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dadurch gekennzeichnet, daB die Mittel (28) 
einerseits zum AUsblenden eines Spektralbereichs 
(29) und andererseits zur Reflexion zumindest 
eines Teils (30) des nicht ausgeblendeten Spektral- 
bereichs als Spalt- bzw. Spiegelblende ausgefuhrt 5 
sind, die auf mindestens einer ihrer dem einfallen- 
den Licht zugewandten Oberflache eine vorzugs- 
weise total reflektierende Beschichtung (41) 
aufweist und daB der Spalt (42) und/oder die reflek- 
tierende Flache bzw. die reflektierenden Flachen w 
der Blende in seiner bzw. ihrer Position und/oder 
Dimension und/oder Winkelstellung veranderbar ist 
bzw. sind. 



3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- is 
zeichnet, daB die Selektionseinrichtung (25) im 
Strahlengang des reflektierten Spektralbereichs 
(30) angeordnete Mittel (33) zum Ausblenden eines 
zweiten Spektralbereichs (34) umfaBt und daB der 
zweite Detektor (32) im Strahlengang des ausge- 20 
blendeten zweiten Spektralbereichs (34) angeord- 

net ist. ' " - ' 

4. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Selektionseinrichtung (25) im 25 
Strahlengang des reflektierten Spektralbereichs 
(30) angeordnete Mittel (33) einerseits zum Aus- 
blenden eines zweiten Spektralbereichs (34) und 
andererseits zur weiteren Reflexion zumindest 
eines Teils (35) des hier nicht ausgeblendeten 30 
Spektralbereichs umfaBt, daB der zweite Detektor 
(32) im Strahlengang des ausgeblendeten zweiten 
Spektralbereichs (34) angeordnet ist und daB der 
dritte Detektor (36) im Strahlengang des weiter 
reflektierten Spektralbereichs (35) angeordnet ist. 35 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Selektionsein- 
richtung (25) im Strahlengang des weiter reflektier- 
ten Spektralbereichs (35) angeordnete Mittel (38) 40 
zum Ausblenden eines dritten Spektralbereichs 
(39) umfaBt und daB der dritte Detektor (36) im 
Strahlengang des ausgeblendeten dritten Spektral- 
bereichs (39) angeordnet ist. 

45 

6. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB die zum Ausblenden 
und ggf. zur Reflexion dienenden Mittel (28, 33, 38) 
und der jeweils dazugehorende Detektor (31, 32, 

36) als integrale Baugruppe ausgefuhrt sind. so 

7. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Mittel (27) zur 
spektralen Zerlegung des Lichtstrahls (14) als 
Prisma, optisches Gitter oder Hologramm ausge- 55 
fuhrtsind. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 



zeichnet, daB das Prisma, Gitter oder Hologramm 
um eine vorzugsweise orthogonal zum einfallenden 
Lichtstrahl (14) verlaufende Achse schwenkbar ist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 1 und gegebenenfalls 
einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Mittel (28, 33, 38) zum Ausblen- 
den eines Spektralbereichs (29, 34, 39) als Blende, 
vorzugsweise als Spaltblende, ausgefuhrt sind. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 1 und gegebenenfalls 
einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die reflektierende Flache bzw. die 
reflektierenden Flachen in ihrer Position und/oder 
Winkelstellung veranderbar ist bzw. sind. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 1 und gegebenenfalls 
einem der Anspruche 6 bis 10, dadurch gekenn-- 
zeichnet, daB die Veranderung kontinuierlich, vor- 
zugsweise uber einen Motorantrieb, erfolgt. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Mittel (28, 33, 38) 
zum Ausblenden eines Spektralbereichs (29, 34, 
39) und ggf. zur Reflexion zumindest eines Teils 
(30, 35) des nicht ausgeblendeten Spektralbe- 
reichs (30, 35) weitere Mittel zum Ausblenden von 
Spektrallinien, insbesondere Lichtfallen, aufweisen. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Mittel zum Ausblenden von Spek- 
trallinien als nicht reflektierende Bereiche bzw. 
lichtabsorbierende Bereiche und als integrale 
Bestandteile der Mittel zum Ausblenden und ggf. 
zur Reflexion ausgefuhrt sind. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die nicht reflektierenden Bereiche in 
ihrer Position und/oder Winkelstellung veranderbar 
sind. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Veranderung kontinuierlich, vor- 
zugsweise uber einen Motorantrieb, erfolgt. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, daB in den unterschiedli- 
chen Strahlengangen der ausgeblendeten 
und/oder reflektierten Spektralbereiche (29, 34, 39 
bzw. 30, 35) Mittel zur Reduktion von Streulicht 
angeordnet sind. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Mittel (27) zur 
spektralen Zerlegung des Lichtstrahls (14) und die 
Mittel (28, 33, 38) zum Ausblenden eines Spektral- 
bereichs (29, 34, 39) und ggf. zur Reflexion zumin- 
dest eines Teils (30, 35) des nicht ausgeblendeten 
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Spektralbereichs in ihrer Winkelstellung und/oder 
Position relativ zueinander veranderbar sind. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, daB die verschiedenen 5 
Mittel (28, 33, 38) zum Ausblenden eines Spektral- 
bereichs (29, 34, 39) und ggf. zur Reflexion zumin- 
dest eines Teils (30, 35) des nicht ausgeblendeten 
Spektralbereichs in ihrer Winkelstellung und/oder 
Position relativ zueinander veranderbar sind. w 

19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Detektoren (31, 
32, 36) in ihrer Relativlage zu den Mitteln (28, 33, 

38) zum Ausblenden eines Spektralbereichs (29, is 
34, 39) und ggf. zur Reflexion zumindest eines Teils 
(30, 35) des nicht ausgeblendeten Spektralbe- 
reichs in ihrer Winkelstellung und/oder Position 
zueinander veranderbar sind. 



20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 17 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Veranderung 
kontinuierlich, vorzugsweise uber einen Motoran- 
trieb, erfolgt. 

21. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 20, 
gekennzeichnet durch die Verwendung im Strah- 
iengang eines konfokaien Fluoreszenzmikroskops 

0). 
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(57) Vorrichtung zurSelektion und Detektion minde- 
stens zweier Spektralbereiche eines Lichtstrahls (14), 
mit einer Selektionseinrichtung (25) und einer Detekti- 
onseinrichtung (26), wobei die Selektionseinrichtung 

(25) Mittel (27) zur spektralen Zerlegung des Licht- 
strahls (14) und Mittel (28) zum Ausblenden von Spek- 
tralbereichen (29, 34, 39) und die Detektionseinrichtung 

(26) im Strahlengang der ausgeblendeten Spektralbe- 
reiche (29, 34, 39) angeordnete Detektoren (31 , 32, 36) 
umfaBt. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung soil sich im 
Strahlengang eines konfokalen Fluoreszenzmikro- 
skops verwenden lassen. Bei einfachster Konstruktion 
soil eine zuverlassige Selektion und Detektion von un- 
terschiedlichen Spektralbereichen auch bei schwacher 
Fluoreszenzausbeute realisierbarsein. Der Detektions- 
bereichsollspektral variabel einsteilbarsein, wobei eine 
luckenlose Detektion des gesamten Spektralbereichs - 
simultan - moglich sein soli. Die erfindungsgemaBe Vor- 
richtung ist dadurch gekennzeichnet, daB die Mittel (28) 
zum Ausblenden von Spektralbereichen (29, 34, 39) zur 
gleichzeitigen Reflexion zumindest eines Tells (30, 35) 
des nicht ausgeblendeten Spektralbereichs dienen, wo- 
bei im Strahlengang des reflektierten Spektralbereichs 
(30, 35) einer der Detektoren (32, 36) angeordnet ist u nd 
daB mehrere Spektralbereiche (29, 30, 34, 35, 39) aus- 
blendende und reflektierende Mittel (28, 33, 38) sowie 
Detektoren (31 , 32, 36) kaskadiert zueinander angeord- 
net sind, so daB der jeweils ausgeblendete Spektralbe- 
reich (29, 34, 39) detektiert und der jeweils ref I ektierte 



Spektralbereich (30, 35) ggf. abermals ausgeblendet 
und ebenfalls detektiert wird. 
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